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摘要 :为 了 了 解 废 弃 物 施加 处 理 影 响 稻田 甲烷 排放 通 量 的 微生物 学 机 人 制 ,对 稻田 分 别 进行 炉渣 .生物 炭 单一 施加 和 混合 施加 处 
理 , 分 析 施 加 处 理 条 件 下 早 .晚稻 拔 节 期 稻田 土壤 的 理化 性 质 , 并 采用 PCR-RFLP 技术 及 克隆 测序 对 稻田 土壤 中 的 产 甲 烷 菌 群 
落 组 成 多 样 性 及 其 结构 进行 分 析 。 人 研究 结果 表明 :早稻 拔节 期 , 混 施 处 理 显著 提高 土壤 盐 度 和 ?PH; 晚 稻 拔 节 期 , 混 施 处 理 显著 
提高 土壤 盐 度 ,炉渣 和 混 施 处 理 显 著 提 高 pH。 香 农 - 威 纳 指数 ( 正 ) 和 洗 普 森 指数 ( 万 ) 有 显示 :炉渣 .生物 谈 和 混 施 处 理 提高 了 稻 
田 土壤 产 甲烷 菌 的 多 样 性 。 和 群落 组 成 分 析 结 果 表 明 :稻田 土壤 产 甲烷 菌 主 要 含有 甲烷 微 戎 目 (Methanomicrobiales) .甲烷 杆菌 目 
(Methanobacteriales) .甲烷 八 琶 球菌 目 (Methanosarcinales) 甲烷 球菌 目 (Methanococeales) .甲烷 胞 菌 目 (Methanocellales ) 和 
Methanomassiliicoccales 等 6 大 类 群 , 其 中 甲烷 微 菌 目 (Methanomicrobiales ) 为 优势 类 群 。 从 属 水 平 的 群落 结构 来 看 , 与 对 照相 
比 ,3 种 施加 处 理 均 降低 了 早稻 土壤 Methanomassiliicoccus 相对 让 度 ; 生 物 嵌 人 处理 还 降低 了 Methanosarcina 相对 丰 度 。 初 步 认为 
Methanomassiliicoccus 和 Methanosarcina 这 2 个 菌 属 与 CHi 排 放量 减少 密切 相关 。 
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Abstract: To understand the effects of waste amendments on microbiological mechanisms of methane emissions in paddy 
fields, the effects of single and mixed slag and biochar amendments on soil physicochemical properties were investigated in 
the elongation stage of both early and late paddy fields. Moreover, the diversity of methanogens and their community 
structures under different waste amendments were also investigated using PCR-RFLP and sequencing. The results showed 
that during the elongation stage of early paddy fields, both soil salinity and pH were significantly increased in mixed 
amendments. During the elongation stage of late paddy fields, soil salinity was significantly increased in mixed amendments , 
while soil pH was significantly increased in slag and mixed amendments. Shannon index ( H') and Simpson diversity index 


(D) showed that the diversity of methanogens in soil treated with slag, biochar, and mixed amendments was higher than 
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that of the control. Phylogenetic analysis showed that methanogeni communities in the paddy fields could be subdivided into 
six groups: Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanococcales, Methanocellales, and 
Methanomassiliicoccales. The most dominant methanogenic group was Methanomicrobiales. Comparison with the control, the 
relative abundance of Methanomassiliicoccus was lowered in the three types of treatments of the early paddy fields, and the 
relative abundance of Methanosarcina was lowered in biochar amendment. The relative abundance of Methanomassiliicoccus 


and Methanosarcina may have contributed to decreased CH, emissions. 
Key Words: methanogens; community structures; waste; PCR-RFLP; paddy fields 


FF Ge (CH, ) 是 仅 次 于 二 氧化 碳 ( CO, ) ASE BE TEA 28 SAR, AEAU REA A 18.905 SEA pe Se 
YE CO, 的 28—36 fig?) 。 农 业 活 动 是 大 气 中 温室 气体 的 主要 来 源 , 其 中 称 田 是 CH, 最 重要 的 农业 源 。 研 究 
表明 ,稻田 每 年 的 CH, 排 放量 约 占 全 球 CH 排放 总 量 的 10%51。 水 稻田 在 发 展 粮 伪 生 产 的 同时 也 加 剧 了 温室 
气体 CH 的 排放 量 ,这 将 会 加 速 全 球 气候 变 暖 。 因 此 ,如 何 协调 粮食 增产 与 温室 气体 减 排 ,具有 重要 的 理论 和 
现实 意义 六 。 稻 田 CH, 减 排 是 当今 的 研究 热点 ,近年 来 ,稻田 施加 工农 业 废 弃 物 的 研究 已 日 益 增多 ,其 中 研究 
较 多 的 废弃 物种 类 主要 有 秸秆 ,生物 炭 和 炉渣 。 由 于 生物 炭 来 源 于 农业 生产 、 生 活 木 质 物质 废弃 物 ,含有 
丰富 的 钾 、 钙 、 镁 元 素 ,可 改良 土壤 '“" ,国内 外 研究 学 者 开展 生物 类 施加 改善 土壤 理化 性 质 、 增 加 粮食 产量 、 
温室 气体 减 排 的 相关 研究 已 取得 一 定 成 效 " "中 。 当 前 ,国际 上 一 些 学 者 发 现 ;在 温带 称 田 施加 炉渣 可 提高 水 
稻 产 量 并 减少 CH HERES ,Ali 等 扩 认 为 炉 漆 的 增产 减 排 作 用 与 炉渣 中 含有 氧化 铁 和 硅 、 钙 、 镁 等 营养 元 素 密 
切 相 关 !51 。 然 而 ,废弃 物 施 加 减少 稻田 CH 排放 的 微生物 学 机 制 的 研究 还 较 薄 弱 。 

产 甲烷 菌 是 一 类 严格 厌 氧 的 微生物 ,影响 着 稳 田 C 了 的 产生 。 近 年 来 , 靶 标 特定 微生物 16S rRNA 基因 和 
功能 基因 已 广泛 应 用 于 稻田 土壤 产 甲烷 菌 多 样 性 的 检测 :3 采用 此 分 子 生物 学 技术 ,人 们 发 现 稻 田 土壤 产 
甲烷 菌 的 主要 类 群 包括 有 甲烷 八 番 球菌 日 (Methanosarcinales) .甲烷 微 菌 目 (Methanomicrobiales ) 和 甲烷 杆菌 
H (Methanobacteriales) 等 几 个 目 !220 。 其 中 ;甲烷 杆菌 目 (Methanobacteriales ) 的 甲烷 杆菌 属 (Meihanobacterium) 
以 及 甲烷 八 县 球菌 目 (Methanosarcinales ) 的 甲烷 八 二 球菌 属 ( Methanosarcina ) 和 甲烷 里 菌 属 ( Methanosaeta ) 的 
HIERS CIERRE 研究 表明 ,土壤 环境 ,水 肥 管理 以 及 水 稻 生 育 时 期 均 会 使 称 田 产 甲烷 
菌 群落 结构 发 生变 化 进而 影响 稻田 :CH4 的 排放 2” ;Dubey S 研 究 发 现 变性 土产 甲烷 菌 的 主要 类 群 为 甲 
烷 八 释 球 菌 科 ( Methanosarcinaceae) ;与 十 壤 富 含 乙酸 ` 有 机 碳 含量 较 高 有 关 ; Bao 等 ”| 研究 指出 ,由 于 较 高 的 
钾 含 量 接近 中 性 的 是 值 以 及 较 少 粘土 性 质 ,使 得 粉 砂 壤土 样 地 的 CH 产生 高 于 粉 砂 粘土 样 地 ; 底 物 类 型 是 
影响 产 甲烷 菌 群落 结构 的 关键 因素 。 然 而 ,关于 废弃 物 施 加 对 稳 田 土壤 产 甲 烷 阔 群落 组 成 及 其 结构 影响 的 研 
究 鲜 有 报道 上 董 达 等 ”研究 发 现 生物 炭 输入 可 通过 提高 土壤 pH、 通气 性 和 土壤 养分 含量 ,降低 土壤 容重 和 
溶解 性 有 机 碳 (DOC) ,抑制 乙酸 型 产 甲 烷 菌 Methanosarcina 和 Methanosaeta 的 生长 ,实现 稻田 CH, 的 减 排 。 与 
此 同时 ,也 有 研究 表明 ,生物 炭 施加 的 减 排 效 应 与 生物 炭 抑制 产 甲 烷 菌 活性 或 提高 甲烷 氧化 活性 有 关 '*”， 
还 有 一 些 学 者 认为 生物 炭 是 通过 提高 甲烷 氧化 菌 丰 度 或 降低 mcrA/pmoA 比值 来 减少 稻田 CH, ARO H 
此 可 见 ,多 数学 者 认为 施加 生物 痰 有 减少 CH4 排 放 作 用 ,但 其 微生物 学 机 制 还 有 待 进一步 研究 。 另 一 方面 ,多 
位 研究 者 认为 炉渣 减少 CH, 排 放 的 主要 原因 是 炉渣 中 富 含 的 氧化 铁 作为 电子 受 体 抑制 产 甲烷 菌 的 活 
性 !52 3 ,然而 炉渣 施加 是 否 还 可 能 通过 影响 稻田 土壤 产 甲 烷 菌 多 样 性 及 其 群落 结构 来 减少 稻田 CH 产生 
量 , 尚 不 清楚 。 

本 课题 组 研究 发 现 水 稳 拔 节 期 的 CH, 排 放 通 量 高 于 乳 熟 期 。 基 于 此 ,本 研究 以 福州 平原 红壤 稻田 为 
研究 对 象 ,对 稻田 进行 炉渣 .生物 痰 单一 施加 和 混合 施加 处 理 , 分 析 不 同 施加 处 理 条 件 下 水 稳 拔 节 期 ( 淹 水 阶 
Be) 土壤 理化 性 质 的 差异 ,并 以 产 甲烷 菌 功 能 基因 (merA ) 为 分 子 标记 ,利用 限制 性 片段 长 度 多 态 性 聚合 酶 链 
反应 (PCR-RFLP ) 结合 克隆 测序 对 早 .晚稻 拔节 期 的 稻田 土壤 产 甲烷 菌 群落 组 成 及 其 结构 进行 分 析 , 了 解 废 
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性 质 的 影响 及 其 与 产 甲烷 菌 多 样 性 和 群落 结构 与 稻田 CH, 排 放 通 量 之 间 的 关系 ,为 废弃 物 施 加 减少 CH, 排 放 
通 量 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 地 概况 
研究 区 位 于 浆 江 河口 区 福州 平原 的 南 分 支 一 乌 龙 江 北岸 ,海拔 3 一 5m, 属 亚热带 委 风 气候 。 实 验 区 位 于 
福建 省 农 科 院 水 稳 所 吴凤 综合 试验 基地 (25°59’44.12"N，119°38'35.50"E, 图 1) 内 ,试验 地 点 概况 参见 
文献 +39 35] 


26°05"N 


26°00" 


a 吴凤 采样 点 


水 田 
E 永久 性 河流 


25°5 


119°15" 119°20" 119°25"E 


图 1 采样 点 位 置 图 
Fig.1 Location of sampling site 


1.2 施加 物 

Iie EBSA SiO;( 27.7% ) Ca0( 35.7% ) S0,(1.3%) Fe,0;(6.2%) .P,0;(0.1%) .MgO(4.3%) 和 K,0 
(2.7%) 。 

HE Wy ie FEE EARN (1.49%) .P (1.0%) .K (1.8%) .C (56.6%) .S (0.6%) .Mg (1.0%) ,Ca( 0.5%) 和 Fe 
(0.2%) 。 

炉渣 生物 炭 在 使 前 先 用 孔径 为 2mm FY Gf a TA! 。 
1.3” 水 稳 品种 

早稻 品种 为 江西 省 农 科 院 研发 的 禾 盛 10 号 ;晚稻 品种 为 福建 省 农 科 院 人 研发 的 沁 香 优 212 号 。 
1:4 ”施加 处 理 方法 

本 实验 分 别 于 2015 年 早稻 和 晚稻 种 植 期 间 各 进行 一 次 施加 处 理 ( 早 .晚稻 在 相同 试验 区 内 ) 。 其 中 早稻 
生长 期 为 2015 年 4 月 16 日 到 2015 年 7 月 16 日 ,晚稻 生长 期 为 2015 年 7 月 25 日 到 2015 年 11 月 6 日 。 本 
实验 设置 炉 漆 AE IPS AE oe 3 种 施加 处 理 , 以 不 施加 处 理 作 为 对 照 组 (早稻 收获 后 种 植 晚 稻 ， 
晚稻 试验 小 区 的 前 季 早 稳 并 未 有 添加 试验 , 仅 在 晚稻 种 植 时 添加 ) 。 在 水 稻 移 栽 前 一 次 性 施加 到 犁 耕 层 土壤 
中 (0 一 1$cm) 。 炉 渣 .生物 痰 的 施加 量 均 为 8/hm , 混 施 处 理 的 施加 量 为 炉 汗 \ 生 物 炭 各 施 8t/hm 。 每 个 处 理 
设置 3 个 重复 , 共 12 个 小 区 ,每 个 小 区 面积 10m ,随机 区 组 排列 。 各 小 区 之 间 用 0.5cm 厚 .30cm 高 的 PVC 板 
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隔离 小 区 ,防止 水 体 和 物质 交换 。 样 地 施肥 情况 参见 文献 。 
1.5 土壤 样品 采集 

分 别 于 早稻 .晚稻 拔节 期 ( 济 水 阶段 ) ,在 每 个 重复 样 地 ,用 采 土 器 采集 每 个 试验 小 区 0 一 1$cm 土 柱 , 装 和 人 
自封 袋 带 回 实 验 室 ,采集 的 每 份 土 样 分 为 两 部 分 ,一 部 分 用 于 土壤 理化 指标 测定 , 另 一 部 分 置 于 -20% 冰柜 保 
存 用 于 后 续 的 DNA 提取 及 产 甲烷 菌 测定 。 

1.6 土壤 样品 理化 指标 测定 

土壤 pH 值 采 用 IQ150 便捷 式 pH 计 (IQ Scientific Instruments, USA) ,土壤 电导 率 采 用 2265FS 便捷 式 电 
导 计 (Spectrum Technologies Inc., USA) WH ,并 以 此 表征 土壤 盐 度 。 土 壤 容重 采用 环 刀 法 测定 ,含水 量 采 用 
铝 盒 烘 干 法 测定 !36 。 土壤 有 机 碳 (SOC) MEA (TN ) 采 用 碳 氮 元 素 分 析 仪 测定 (Elementar Vario MAX CN, 
Cermany ) 。 

1.7 产 甲 烷 菌 群落 结构 多 样 性 分 析 
1.7.1 土壤 总 DNA 提取 

将 每 个 处 理 的 3 个 重复 土 样 混合 成 1 份 样品 , 称 取 新 鲜 土 壤 0.5g, 用 EE.Z.N.A™ Soil DNA Kit( OMEGA, 
USA) 进行 土壤 总 DNA 的 提取 和 纯化 。 以 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ,DNA 纯度 和 浓度 通过 超 微量 紫外 分 光 
光度 计 (NanoDrop，USA ) 检 测 。 收 集 的 DNA 存 于 -20% 保存 备用 。 

1.7.2 PAPEETE (mera 基因 ) 扩 增 和 纯化 

All FAP" A GE FAL merA 基因 的 特异 性 引物 MELA ME2"7!-( GCMATGCARATHGGWATGTC )/ 
(TCATKGCRTAGTTDGGRTAGT) ,以 土壤 总 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。PCR“ 扩 增 反应 体系 (25kL) : 10x 
PCR 缓冲 液 2.5kL, dNTP 2pL, 引 物 MEI/ME2 各 0.5wL, DNA 模板 0.5L, ExTaq 酶 0.25kL ,加 入 ddH, O 
2 25uL, 

PCR 反应 程序 为 :94%C 预 变性 Smin ,30 个 循环 :94% ASHE 45s, 48°C 退火 Imin, 72°C 延伸 90s; 72°C 延伸 
10min。 扩 增 得 到 的 merA 基因 经 过 浓度 为 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 瀛 检测 。 在 紫外 灯 切 下 含 目的 DNA 片段 的 族 
eA aT ,用 SanPrep FEZ DNA 胶 回 收 试剂 使 (Sangon;China) 回收 纯化 。 

1.7.3” 产 甲烷 菌 (merA 基因 ) 克隆 文库 的 构建 

mcrA 基因 与 pMD™18-Tvectof(TaKaRa) 和 载体 连接 后 , 转 入 E.coli DH5a 感受 态 细胞 ,转化 产物 涂 布 到 含有 
RAR AEA LB 固体 培养 基 上 ; 待 菌 液 吸收 后 37% 倒置 培养 12 一 16h; 挑 选 白 色 克 隆子 构建 克隆 文库 。 在 构 
建 的 文库 中 挑 取 100 个 阳性 克隆 进行 菌落 PCR 验证 ,根据 扩 增 条 带 的 大 小 鉴定 重组 子 。 菌 落 PCR 扩 增 采用 
PMD™ 18 一 Tvector 载体 的 通用 引物 M13-47/RV-M ( CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC )/( GAGCGGATAAT 
TTICACACAGG) 6 

菌落 PCR 扩 增 体系 (25kL) :10xPCR 绥 冲 液 2.5kL,dNTP 2pL, 上 下 游 引 物 各 0.5pL,DNA 模板 ( 单 菌落 ) 
适量 ,ExTad 酶 02kL, 加 入 ddH,O Æ 25pL, PCR 反应 程序 :94%C 预 变性 Smin ,30 个 循环 :94% 变性 45s ,48%C 
退火 TImin,723C 延伸 90s;72% 延伸 10min, 

1.7.4 产 甲 煤 菌 (mcerA 基因 ) 克隆 文库 的 RFLP 分 析 和 测序 

选取 含有 正确 插入 片段 的 阳性 克隆 并 对 其 PCR 产物 进行 Msp I( TaKaRa, Japan) 酶 切 。 酶 切 反应 体系 
(dOpL) 099 :10xT 缓冲 液 1nL,0.1%BSA 1pL, 菌 落 PCR 产物 SnL ,限制 性 内 切 酶 Msp I0.5kL,ddH;O 2.5nL。 
将 上 述 酶 切 体 系 放 置 37% 水浴 酶 切 3h。 经 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 酶 切片 段 并 用 凝 胶 成 像 系统 采集 照片 。 
酶 切 图 谱 完 全 一 样 的 作为 一 个 操作 分 类 单位 (operational taxonomic unit, OTU) 。 将 具有 不 同 谱 型 的 克隆 子 进 
行 测序 。 

1.7.5 稻田 土壤 产 甲烷 菌 系统 发 育 树 的 构建 

将 所 获得 的 基因 序列 提交 GenBank ,通过 BLAST 程序 搜索 相似 序列 ,从 数据 库 中 检索 最 匹配 的 序列 , 利 

用 Clustal X 软件 进行 相似 性 分 析 。 采 用 MEGA4.0 软件 中 的 邻 位 相连 法 构建 系统 发 育 树 ,并 用 Bootstrap 检验 
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(替代 率 为 1000) 系 统 发 育 树 。 
1.7.6 “稻田 土壤 产 甲烷 菌 多 样 性 分 析 

根据 克隆 文库 酶 切 图 谱 结 果 进 行 多 样 性 分 析 并 计算 克隆 文库 的 库容 C。 多 样 性 指数 包括 酶 切 类 型 数 、 单 
一 酶 切 类 型 数 .香农 - 威 纳 多 样 性 指数 ( 玖 ) 和 辛普森 多 样 性 指数 (D) o ER C 计算 公式 如 下 559] : 

C =(1-n,/N) x100% 

式 中 ,N 代表 克隆 文库 总 克隆 数 ,n 代 表 在 文库 仅 出 现 1 次 的 OTU 的 数量 。 香 农 - 威 纳 多 样 性 指数 ( H') 和 辛 普 
森 多 样 性 指数 (D) 采 用 Bio-dap 软件 进行 计算 分 析 。 
1.8 数据 处 理 

应 用 Excel 2003 和 SPSS 17.0 统计 分 析 软 件 对 测定 数据 进行 整理 。 采 用 Excel 2003 计算 原始 数据 的 平均 
值 及 标准 差 , 采 用 SPSS 17.0 中 的 单 因素 方差 分 析 对 同一 生长 季 不 同 处 理 间 的 土壤 理化 性 质 进 行 差 异 显 著 性 


检验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 稻田 土壤 理化 性 质 

不 同 施加 处 理 条 件 下 早 .晚稻 拨 节 期 的 土壤 理化 性 质 如 表 1 所 示 呈 早稻 拔节 期 ?对 照 .炉渣 .生物 谈 和 混 
施 处 理 的 土壤 盐 度 变化 范围 为 0.20 一 0.57mS/em, 其 中 混 施 处 理 显 车 提高 土壤 盐 度 (P<0.05) ,提高 比例 为 
185.00% ;不 同 施 加 处 理 的 pH 值 变 化 范围 为 6.33 一 7.41 , 混 施 处 理 显 著 提 高 主 壤 pH(P<0.05) ,提高 比例 为 
17.06% 。 与 对 照相 比 ,施加 处 理 的 土壤 容重 .含水 量 和 全 所 无 显著 差异 (已 >0.05) ;与 对 照相 比 ,炉渣 .生物 类 
和 混 施 处 理 的 土壤 有 机 碳 含量 分 别提 高 了 2.89% .5:60% 和 33.96% ;与 对 照相 比 ,炉渣 .生物 痰 和 混 施 处 理 的 
碳 氮 比值 分 别提 高 了 1.07% .5.82% 和 27.80% 。 

晚稻 拔节 期 , 混 施 处 理 显著 提高 土壤 盐 度 CP<0.05) ,提高 比例 为 104.35% ;炉渣 和 混 施 处 理 显 著 提高 土 
HE pH(P<0.05) ,提高 比例 分 别 为 13.49% 和 18.59% 。 与 对 照相 比 , 施 加 处 理 的 土壤 容重 、 含 水 量 和 全 须 无 显 
著 差异 (P>0.05) ,与 对 照相 比 ,炉渣 .生物 炭 和 混 施 处 理 的 土壤 有 机 碳 含量 分 别提 高 了 2.80% .33.38% 和 
37.64% ;与 对 照相 比 ,炉渣 .生物 炭 和 混 施 处 理 的 碳 氮 比值 分 别提 高 了 0.62% .21.03% 和 24.48%, AAR AG 
稻 土 壤 理 化 性 质 可 知 ,与 对 照相 比 * 施 加 处 理 对 早 .晚稻 拔节 期 土壤 理化 性 质 的 影响 基本 一 致 。 即 施加 处 理 提 
高 土壤 盐 度 ,其 中 混 施 处 理 最 为 明显 ,上 且 炉 漆 .生物 炭 和 混 施 处 理 也 提高 土壤 p 了 ,其 中 炉 漆 和 混 施 处 理 对 土壤 
pH 影响 较 大 ;此 外 ,生物 炎 和 混 施 处 理 还 提高 了 土壤 有 机 碳 含 量 和 碳 氮 比值 。 


表 1 施加 处 理 稳 田 土 壤 的 理化 性 质 
Table 1 Physicochemical properties under different amendments in paddy fields 


盐 RE 容重 人 EBE. 土壤 ag ae 
样品 = ies HEE ERGO IN BL 
Salinity/ pH Bulk density/ Water SOC/ ; 
Samples 7 (mg/g) C/N ratio 
(mS/cm) (g/cm ) content/% (mg/g) 
早稻 对 照 0.20+0.03b 6.33+0.06b 1.01+0.03a 59.51+1.60a 16.96+0.25a 2.02+0.04a 8.42+0.08a 
Early paddy 炉渣 0.22+0.03b 6.99+0.23ab 1.03+0.01a 57.92+0.14a 17.45+0.56a 2.05+0.07a 8.51+0.01a 


[全 
人 
SS 


fields 


we  0.20+0.02b 6.54+0.08ab 1.06+0.04a 56.0341.95a 17.91+1.09a 2.01+0.01a 8.91+0.58a 
混 施 0.57+0.04a 7.41+0.46a 1.08+0.02a 54.69+41.30a 22.72+5.40a 2.08+0.09a 10.76+2.05a 
晚稻 对 照 

Late paddy 炉渣 0.31+0.04b 6.90+0.03a 1.04+0.04a 52.78+3.05a 16.14+0.55a 1.97+0.06a 8.18+0.07a 
fields 


0.23+0.03b 6.08+0.22b 1.05+0.05a 51.34+2.64a 15.70+1.24a 1.93+0.14a 8.13+0.05a 


hs 
mT 
© 


0.30+0.02 6.46+0.04ab 1.11+0.0la 48.40+0.68a 20.94+3.47a 2.11+0.08a 9.84+1.21a 
混 施 0.47+0.05a 7.21+0.39a 1.08+0.02a  50.5241.06a 21.61+3.78a 2.12+0.06a 10.12+1.50a 
不 同 字母 表示 同一 生长 季 不 同 处 理 样 地 之 间 具 有 显著 差异 ,P<0.05 


2.2 土壤 总 DNA 提取 及 产 甲烷 菌 (merA 基因 ) 的 扩 增 
利用 土壤 提取 试剂 盒 对 早 .晚稻 不 同 施加 处 理 共 8 个 土壤 样品 进行 总 DNA 提取 ,其 A260/A280 值 均 在 
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1.80 以 上 ( 表 2) ,表明 提取 的 DNA 纯度 较 高 ,满足 下 一 步 PCR 对 于 模板 的 要 求 。 以 提取 的 DNA 为 模板 可 扩 
增 出 约 为 760bp 的 目的 片段 ,与 预期 的 merA 基因 的 分 子 大 小 相符 (图 2) 。 


表 2 


施加 处 理 稻 田 土壤 总 DNA 的 提取 结果 


Table 2 Total DNA extraction under different amendments in paddy fields 


早稻 Early paddy fields 


晚稻 Late paddy fields 


aa) 

ae DNA Ate il) A260/ A280 DNA eee) A260/A280 
DNA concentration DNA concentration 

对 照 Control 102.4 1.87 112.9 1.86 

炉渣 Slag 115.5 1.85 125.8 1.88 

生物 炭 Biochar 119.5 1.86 84.0 1.94 

混 施 Slag and Biochar 136.1 1.85 113.8 1.89 


2.3 PA GE BAI (mer A 基因 ) 克隆 文库 的 构建 及 PCR- 


RFLP 分 析 


将 不 同 施 加 处 理 稻田 土壤 产 甲烷 菌 阳 性 克隆 的 菌 
落 PCR 产物 经 Msp I 酶 切 , 酶 切 产 物 经 2% 的 琼脂 糖 泌 


2000bp 


胶 电 泳 分 离 , 酶 切 电泳 图 谱 ( 部 分 ) 如 图 3 所 示 。 分 析 
Ae SY ,将 酶 切 图 谱 完 全 一 样 的 谱 型 归 为 一 个 OTU， 750bp 
对 照 炉渣 .生物 炭 和 混 施 处 理 的 早稻 土壤 产 甲 烷 菌 的 
AG) SAY GASB 19 18 20 和 22 个 OTU ,4 种 处 理 的 。 loobp 
晚稻 土壤 产 甲 烷 苗 的 酶 切 图 谱 分 别 得 到 221819 和 


27 个 OTU ,将 不 同 谱 型 的 克隆 子 进行 测序 后 经 Bio-dap 


分 析 多 样 性 指数 ,结果 见 表 3。 


稻田 土壤 产 甲烷 菌 多 样 性 分 析 结 果 显 击 , 早 晚稻 
不 同 施加 处 理 共 8 个 样品 的 产 甲烷 菌 (merA 基因 ) 构建 


图 2 稳 田 土壤 mcrA 基因 扩 增 


Fig.2 PCR amplification of mcrA gene in paddy fields 


1 一 4 泳 道 分 别 表示 时 称 对 照 \ 炉 酒 、 生 物 炭 和 混 施 处 理 的 样品 ; 


的 克隆 文库 覆盖 率 均 在 87.50% 以 上 ,说 明和 覆盖 程度 较 
高 ,文库 比较 真实 代表 该 稻田 土壤 中 产 甲 烷 菌 的 群落 结构 多 样 性 。 对 照 .炉渣 .生物 炭 和 混 施 处 理 的 早稻 土壤 
产 甲 烷 菌 的 香农 - 威 纳 指数 ( 玖 ') 分别 为 2.55.2.56.2.60 和 2.79;4 种 处 理 的 晚稻 土壤 产 甲 烷 菌 的 香农 - 威 纳 指 
ZUCH’) SP HWA 2.31 2.36 ,2.69 和 2.98。 由 此 可 知 ,施加 处 理 的 稳 田 土壤 产 甲 烷 菌 多 样 性 高 于 对 照 , 尤 生 物 痰 


和 混 施 处 理 为 明显 5 


600bp 
300bp 


50bp 


15 


16 17 18 


图 3 mcrA 基因 阳性 克隆 子 的 Msp I 酶 切 图 谱 ( 部 分 ) 
Fig.3 mcrA genes of positive clones digested by Msp I (partial) 


19 20 21 


5 一 8 泳 道 分 别 表示 晚稻 对 照 \ 炉 湘 .生物 痰 和 混 施 处 理 的 样品 


22 23 24 


比较 不 同 处 理 的 辛普森 指数 (D) 可 知 ( 表 3) ,对 照 .炉渣 .生物 痰 和 混 施 处 理 的 早稻 土壤 产 甲 烷 菌 的 辛 普 
森 指 数 (D) 分 别 为 0.096 .0.082 .0.093 和 0.063 ;4 种 处 理 的 晚稻 土壤 产 甲 烷 菌 的 辛普森 指数 (DD) 分 别 为 0.165、 
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0.153 0.076 和 0.061。 施 加 处 理 的 早晚 稳 土 壤 产 甲烷 菌 辛普森 指数 (D) 均 低 于 对 照 ,说 明 施 加 处 理 降 低 了 
产 甲 烷 菌 物种 的 均匀 度 。 综 合 香农 - 威 纳 指数 (HH') 和 辛普森 指数 (D) 可知, 施加 处 理 提高 了 稻田 土壤 产 甲烷 
菌 的 多 样 性 ,并 降低 了 产 甲烷 菌 物种 的 均匀 度 。 


表 3 施加 处 理 稳 田 土壤 克隆 文库 的 多 样 性 分 析 


Table 3 Diversity analysis of clone libraries under different amendments in paddy fields 


酶 切 类 型 数 单一 酶 切 克 隆 数 香农 - 威 纳 指 数 


a Total number Number of single Shannon-Weiner A T es 
of phylotypes phylotype index (H') 
早稻 对 照 19 5 2.55 0.096 94.62% 
Early paddy fields 炉渣 18 7 2.56 0.082 87.59% 
生物 炭 20 4 2.60 0.093 95.35% 
混 施 22 7 2.79 0.063 90.79% 
晚稻 对 照 22 8 2.31 0.165 91.76% 
Late paddy fields 炉渣 18 6 2.36 0.153 94.00% 
生物 炭 19 8 2.69 0.076 91.80% 
混 施 27 4 2.98 0:061 95.92% 


2.4 产 甲烷 菌 (merA 基因 ) 测 序 和 系统 发 育 分 析 

根据 酶 切 分 类 结果 ,分别 将 早稻 样品 79 个 OTUs 和 晚稻 样品 86 个 OTUs 的 克隆 子 接 入 LB 液体 培养 基 ， 
将 单 克 隆 菌 液 送 上 海 生 工 生物 工程 股份 有 限 公 司 (Sangon ) 测序 分 析 ,将 测定 所 得 的 序列 与 GenBank 中 已 知 
序列 进行 相似 性 比 对 。 比 对 结果 显示 ,不同 酶 切 图 谱 类 型 的 克隆 子 可 能 代表 同一 个 属 ,克隆 子 与 GenBank 数 
据 中 产 甲烷 菌 merA 序列 相似 性 范围 在 87% 一 99% 之 间 ; 并 上 且 90% 以 上 是 不 可 培养 的 产 甲烷 古 菌 。 将 早稻 、 晚 
FAK 4 个 处 理 的 测序 结果 用 MECA4.0 构建 系统 发 至 树 。 调 图 好 图 5 可 知 ,早稻 土壤 产 甲烷 菌 (mcrA 基因 ) 共 
鉴定 出 6 个 菌 属 , 晚稻 土壤 产 甲 烧 菌 (merA 基因 ) 共 鉴定 出 8 个 菌 属 , 归 属于 甲烷 微 菌 目 
(Methanomicrobiales)、 HP $é FF fal H ( Methanobacteriales ), H Ké DR Fel H ( Methanococcales ) , FF GE /\ Æ ER wi A 
(Methanosarcinales) , FH Gé}fd fal H ( Methanocellales ) 和 Methanomassiliicoccales 等 6 个 类 群 。 其 中 甲烷 微 菌 目 是 
优势 类 群 ,包括 Methanoregula , ge BE AJR (Methanoculleus ) , A Kit% W J ( Methanospirillum ) 和 产 甲烷 菌 
(Methanogenium) 等 4 个 菌 属 。 此 外 ,本 研究 检测 到 的 甲烷 短 杆菌 属 (Methanobrevibacter) 和 甲烷 杆菌 
(Methanobacterium) 属于 甲烷 杆菌 目 , 甲烷 球菌 属 (Methanococcus) 属于 甲烷 球菌 目 ,甲烷 八 登 球菌 
(Methanosarcina ) jk A K/Æ ER Ga H, Methanocella 属于 甲烷 胞 菌 目 ，Methanomassiliicoccus 属 
Methanomassiliicoccales 。 
2.5 施加 处 理 稻田 十 壤 产 甲烷 菌 (merA 基因 ) 群落 组 成 

用 堆积 图 表示 相对 丰 度 在 1.00% 以 上 的 产 甲 烷 菌 阔 属 ,早晚 稳 不 同 施 加 处 理 下 稳 田 土壤 产 甲烷 菌 的 群 
落 组 成 如 图 6. 和 图 7 所 示 。 由 图 6 可知, 早 称 土 壤 产 甲烷 菌 群落 组 成 的 6 个 菌 属 中 ,Methanoregula 为 优势 菌 
属 , 其 相对 丰 度 在 对 照 ,炉渣 .生物 炭 和 混 施 处 理 稻田 土壤 样品 中 :分 别 占 52.69% ,50.00% 、72.09% 和 57.89%。 
晚稻 土壤 产 甲 烷 菌 群落 组 成 的 8 个 菌 属 中 (图 7) ,Methanoregula 菌 属 在 4 种 处 理 的 土壤 样品 中 其 相对 丰 度 分 
别 占 38.73% 38.68% ,47.61% 和 30.47% 。 结 合 图 6 和 图 7 可 知 ,本 研究 稻田 土壤 检测 到 的 产 甲 烷 菌 菌 属 有 
Methanoregula , F Ki 4 W J ( Methanoculleus )、 甲烷 螺 菌 属 ( Methanospirillum ) , 7" FF K W JR ( Methanogenium ) 、 
Methanomassiliicoccus 、 甲 烷 短 杆菌 属 ( Methanobrevibacter ) , FF $ FF BA J ( Methanobacterium ) , FF Ké BR Tal JE 
(Methanococcus ) , Fe /\ ER FA JE ( Methanosarcina ) FA Methanocella 等 10 个 菌 属 。 


45 NM 


3.1 稻田 土壤 产 甲烷 菌 类 玫 
近年 来 , 产 甲 烧 苗 被 分 为 4 岗 ,7 目 .14 BE 35 属 ro 。 本 研究 在 稻田 土壤 中 检测 到 6 个 目 ,包括 甲烷 微 菌 
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图 4 -施加 处 理 早稻 土 壤 产 甲烷 菌 系统 发 育 树 
Fig.4 Phylogenetic tree of methanogens under different amendments in early paddy fields 
E : JÄ Early paddy fields , L: FÑ Late paddy fields ,C; X} 8E Control ,S ; YA Slag,B: 生 物 炭 Biochar,SB: 混 施 Slag and Biochar; 图 中 编号 表示 克 
隆子 编号 


H ( Methanomicrobiales ) .甲烷 杆菌 日 (Methanobacteriales) .甲烷 球菌 目 (Methanococcales) 甲烷 八 秋 球菌 日 
(Methanosarcinales ) 、 甲 烷 胞 菌 目 ( Methanocellales ) 和 Methanomassiliicoccales。 其 中 占 优 势 的 类 群 是 
Methanomicrobiales (49.57% 一 79:06%) ,其 次 是 Methanocellales ( 10. 32%—33. 63% ) 和 Methanobacteriales 
(2.32%—25.00% ) 5 该 研究 结果 与 前 人 报道 基本 一 致 ' 421 GER a H (Methanopyrales ) 是 甲烷 嗜 高 热 
BA!) ,研究 学 者 在 高 纬度 北极 冻 土 区 土壤 和 深海 热 液 中 发 现存 在 少 部 分 该 类 群 “ ,本 研究 在 稻田 土壤 中 没 
有 检测 到 。 从属 水 平 的 群落 结构 来 看 ,本 研究 结果 显示 稻田 土壤 中 产 甲烷 优势 菌 属 主要 有 Methanoregula 
(30.47%—72:30%) .Methanocella( 10.32%—33.63% ) 和 Methanobacterium(0.85% 一 25.00% ) ,这 与 先前 在 其 他 
稻田 土壤 检 出 的 产 甲 烷 菌 类 群 基本 一 致 ”起 。 由 于 生态 环境 各 异 ,可 能 导致 土壤 中 产 甲 烷 菌 群落 的 类 群 
不 尽 相 同 , 例 如 Lee 等 .在 美国 稻田 土壤 中 还 检测 到 Methanosphaerula 和 Methanohalobium ,Liu 等 ?在 中 
称 田 土壤 中 还 检测 到 Methanolinea 和 Methanomethylovorans。 男 一 方面 , 产 甲 烷 菌 的 群落 结构 在 水 称 不同 生 育 
时 期 也 会 发 生变 化 ,Lee 等 ' 当 研究 发 现 Methanocella、Methanosarcina 和 Methanobacterium 是 稻田 土壤 的 优势 类 
群 ,其 在 扬花 期 和 抽穗 期 (60d 和 90d) 相 对 丰 度 最 大 ;Methanococcus 和 Candidatus_Methanoregula 在 移 栽 120d 
后 的 相对 丰 度 最 大 ,但 在 移 裁 150d 后 没有 检测 到 这 两 种 类 群 。Ke 等 '” 研 究 发 现 稻田 土壤 中 产 甲 烷 菌 优势 
类 群 主 要 是 Methanosarcinaceae ( 相对 丰 度 约 占 60%) , 而 在 移 栽 50d 后 检测 到 稻田 土壤 的 主要 类 和 群 为 
Methanomicrobiales。 比 较 早 .晚稻 拔节 期 土壤 产 甲 烷 菌 群落 组 成 可 知 (图 6 和 图 7), 氧 营养 型 的 甲烷 洁 菌 属 
( Methanoculleus ) 是 晚稻 土壤 的 特有 菌 属 。 氧 营养 型 的 Methanoculleus 通常 利用 HZ/CO， 甲 酸 盐 和 后 成 CH, , 而 
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Fig.5 Phylogenetic tree of methanogens under different amendments in late paddy fields 


ANAM ZER ANN FP SE RE AE SCH, Fh We E RK E E AR Se A 7S A EA EJ 
( Methanoculleus ) 相对 丰 度 较 小 ,因此 该 类 群 在 早稻 土 壤 中 尚未 被 检测 到 。 
3.2 施加 处 理 条 件 下 土壤 理化 性 质 对 稻田 土壤 产 甲 烷 菌 多 样 性 的 影响 

由 早稻 晚稻 拔节 期 土壤 理化 性 质 可 知 ( 表 1) ,炉渣 生物 痰 和 混 施 处 理 提高 了 土壤 pH, 主要 是 因为 生物 
嵌 舍 有 碱 性 基 团 ,能够 中 和 土壤 中 的 质子 '*3 ,炉渣 含有 Ca” 等 碱 性 阳离子 施 入 土壤 后 可 提高 土壤 pH“, A 
研究 指出 , 较 低 pH 值 不 适宜 涉及 CH 代谢 的 微生物 菌 群生 长 ”| ,CH 产生 环境 中 对 产 甲烷 菌 适宜 的 pH 值 范 
FRE 6.9 一 7.2'!1。 因 此 土壤 环境 因素 如 pH .土壤 温度 和 底 物 供应 等 均 会 影响 产 甲 烷 活 性 或 产 甲烷 菌 群落 多 
样 性 ,直接 或 间接 影响 CH 产生 。 从 对 照 组 产 甲 烷 菌 多 样 性 指数 来 看 ( 表 3) , 晚 称 土壤 产 甲 烷 菌 的 群落 结构 
复杂 性 要 低 于 早稻 ,此 结果 与 前 人 研究 结果 一 致 ' 引 。 由 表 1 可 知 ,对 照 组 早稻 土壤 的 pH 和 含水 量 分 别 为 
6.33 .59.51% ,而 晚稻 土壤 的 pH 和 含水 量 分 别 为 6.08 .51.34% 。 由 此 可 见 ,经 历 了 早稻 生 长 季 之 后 ,土壤 pH 
降低 ,植物 体 生 长 和 微生物 代谢 消耗 了 部 分 土壤 碳 源 、. 氮 源 ( 对 照 组 的 土壤 有 机 碳 含量 从 16.96mg/g 下 降 到 
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15.70mg/g, 2A HEM 2.02mg/g 下 降 到 1.93mg/g) 。 因 此 土壤 微生物 可 利用 底 物 下 降 ,使 得 产 甲烷 菌 可 能 受 
碳 源 供应 不 足 的 限制 而 形成 明显 的 种 间 竞 争 , 导 致 多 样 性 有 所 下 降 。 
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Fig.6 Methanogenic community composition under different Fig.7 Methanogenic community composition under different 
amendments in early paddy fields amendments in late paddy fields 


由 表 1 AT AD, A=) he IVT ts Ab IS ey T AA AR AL ie PT LE, ) 许 欣 等 ' 引 也 发 现 施 加 生物 炭 
能 提高 土壤 有 机 碳 含量 和 碳 氮 比值 。 由 于 生物 炭 中 的 碳 大 多 以 稳定 芳香 环 不 规则 对 层 堆积 存在 ,具有 高 度 的 
化 学 和 微生物 惰性 , 施 进 土壤 后 难以 被 土壤 微生物 利用 ' 纪 ,本 课题 组 研究 发 现 生物 炭 和 混 施 处 理会 减少 稻田 
土壤 细菌 数量 .增加 土壤 真菌 /细菌 比值 。 因 此 生物 炭 和 混 施 处 理 可 通过 影响 土壤 微生物 活动 从 而 刺激 土 
壤 碳 循环 ,影响 产 甲烷 菌 的 多 样 性 。 比 较 施加 处 理 香 农 : 威 纳 指数 (H') 可 知 ( 表 3), 早 、 晚 稻 生长 季 ,3 种 施加 
处 理 的 稻田 土壤 产 甲 烷 菌 多 样 性 在 不 同 程度 十 高 于 对 照 组 ,生物 痰 . 混 施 较为 明显 。 由 此 可 见 , 生 物 关 和 混 施 
人 处理 提高 了 土壤 有 机 碳 含 量 和 碳 毛 比值 ,通过 影响 细菌 真 阔 等 微生物 生长 繁殖 进而 影响 土壤 碳 、 毛 循环 , 改 
变 土壤 原 有 产 甲烷 菌 群落 组 成 ;引起 十 壤 产 甲烷 菌 种群 结 构 发 生变 化 , 改变 主要 类 群 甲烷 微 菌 日 
( Methanomicrobiales ) 和 甲烷 杆菌 日 ( Methanobacteriales ) 的 相对 丰 度 ,从 而 增加 产 甲 烷 菌 的 多 样 性 。 
3.3 ”施加 处 理 条 件 下 土壤 理化 性 质 对 稻田 产 甲 烷 菌 群 落 结构 组 成 的 影响 

由 图 6 和 图 7 的 稻田 士 壤 产 甲 烷 菌 群落 组 成 可 知 ,炉渣 施加 提高 了 Methanococcus 的 相对 丰 度 、 降 低 了 
Methanomassiliicoccus 的 相对 丰 度 ;生物 炭 处 理 提高 了 Methanoregula 的 相对 丰 度 .降低 了 Methanosarina 的 相对 
丰 度 。 由 此 可 胸 ,不 同 的 废弃 物 及 其 施用 量 对 稻田 产 甲 烷 苗 群落 结构 的 影响 并 不 相同 。 一 方面 施加 物 通 过 影 
响 土 壤 理化 性 质 从 而 改变 土壤 微生物 苗 群 , 另 一 方面 ,施加 物 的 自 吴 性 质 (如 生物 痰 的 稳定 性 、 炉 酒 的 氧化 铁 
等 成 分 ) 影 响 了 稻田 土壤 产 甲 烷 菌 的 群落 组 成 。 由 表 1 的 土壤 理化 性 质 可 知 ,施加 处 理 在 不 同 程度 上 提高 了 
士 壤 盐 度 ,这 主要 是 因为 生物 谈 和 炉 漆 含有 钾 、 钙 镁 、 铁 等 元 素 ; 炉 漆 还 含有 大 量 活性 氧化 铁 , 这 些 物质 施加 
后 将 提高 了 土壤 盐 度 。 研 究 指 出 盐 度 的 增加 会 抑制 产 甲烷 菌 Methanocellaceae 的 活性 5 , 盐 度 的 增 大 还 可 能 
影响 厌 氧 发 酵 过 程 中 电子 受 体 的 供应 ,导致 产 甲烷 菌 可 利用 底 物 发 生变 化 从 而 影响 产 甲 烷 菌 群落 结构 :5 。 
因此 施加 生物 痰 .炉渣 等 废弃 物 ,可 通过 提高 土壤 盐 度 ,使 产 甲 烷 菌 的 群落 结构 发 生 改 变 。 与 对 照相 比 ,3 种 
施加 处 理 均 降 低 了 早稻 土壤 Methanomassiliicoccus 的 相对 丰 度 。Methanomassiliicoccus 属于 甲 基 型 产 甲烷 古 菌 ， 
缺少 将 C0, 还 原 为 甲 基辅 酶 M 的 完整 路 径 '“] 。 有 研究 发 现 Fe* 可 直接 抑制 CHL, 的 生成 ,影响 产 甲 烷 菌 产 
CH 也 的 作用 。 炉 潭 含有 的 氧化 铁 作 为 电子 受 体 ,竞争 H, 或 甲醇 、. 甲 胺 类 物质 底 物 ,因此 不 利于 
Methanomassiliicoccus 的 生长 。 本 课题 组 研究 发 现 施加 处 理 能 降低 稻田 CH, ASHE ica | ,由 此 可 见 , 施 加 处 
理 可 通过 提高 土壤 盐 度 改变 产 甲烷 菌 可 利用 底 物 ,降低 Methanomassiliicoccus 的 相对 丰 度 从 而 引起 CH 产生 


http :// www. ecologica.cn 


Chinay iver TF HAT 


Uninaal FRNT 


2826 生 态 学 R 38 卷 


量 的 减少 。 此 外 我 们 还 发 现 生 物 谈 施加 降低 了 Methanosarcina 的 相对 丰 度 。Methanosarcina 和 Methanosaeta 
是 两 种 乙酸 营养 途径 的 产 甲烷 菌 , 有 研究 发 现 , 理 论 上 67% 的 CH 由 乙酸 的 脱 甲 基 途 径 产 生 ' 引 。 由 于 生物 炭 
高 度 稳定 ,不 易 被 微生物 降解 产生 乙酸 等 产 CH, 的 前 体 物质 ,因此 不 利于 乙酸 营养 型 产 甲烷 菌 的 生长 。 研 究 
指出 Methanosarcina 的 甲烷 产生 潜力 极 大 '*”1 Bao 等 ' 弛 还 发 现 Methanosarcinaceae 的 相对 丰 度 与 CH 产生 
革 正 相关 ;由 此 可 见 Methanosarcina 占 土 壤 产 CH 微生物 的 比例 下 降 对 稻田 CH 排放 的 影响 较 大 。 因 此 施加 
生物 媒 可 通过 影响 土壤 碳 氮 含量 、 降 低产 甲烷 菌 Methanosarcina 的 相对 丰 度 ,从 而 达到 减少 稻田 CH, 排放 的 
效果 。 
3.4 ”炉渣 与 生物 痰 单 施 与 配 施 效应 比较 

本 文 不 仅 研 究 了 单一 施加 处 理 的 作用 ,还 进一步 探讨 了 炉渣 与 生物 疾 二 者 配 施 的 效应 ,结果 显示 将 生物 
炭 与 炉渣 混合 施加 ,CH, 的 减 排 效 果 优 于 单一 施加 "1 ,说 明 混 合 施加 具有 明显 的 增强 作用 s* 由 表 1 ERE 
性 质 可 知 , 与 炉渣 或 生物 类 单一 施加 处 理 相 比 , 混 施 处 理 的 土壤 盐 度 、pH .土壤 有 机 碳 含量 .全 所 含量 以 及 碳 
氮 比 值 最 高 ,说 明 混 合 施加 对 土壤 理化 性 质 影响 较 大 。 而 且 , 混 施 处 理 产 甲烷 菌 多 样 性 也 高 于 单一 施加 处 理 
( 表 3) 。 混 合 施加 处 理 表现 出 较 好 的 减 排 效 果 ,分析 原 因 认 为 与 生物 谈 和 炉渣 配 合 施加 综合 了 2 种 材料 的 特 
性 有 关 , 也 可 能 与 施加 量 有 关 , 因 为 混合 施加 处 理 的 施加 量 是 单一 施加 的 2 售 ( 炉 酒 和 生物 类 各 8Vhm ,总 计 
16t/hm ) 。 施 加 量 不 同 是 否 产生 影响 还 需要 进一步 的 研究 , 目前 本 课题 组 正在 进行 此 项 工作 。 


4 结论 


(1) 早稻 拔节 期 , 混 施 处 理 显 著 提 高 土壤 盐 度 \pH; 晚 稻 拔节 期 , 混 施 处 理 显 若 提 高 土壤 盐 度 ,炉渣 和 混 
施 处 理 显著 提高 pPH。 早 晚稻 拔节 期 ,生物 炭 和 混 施 处 理 提 高 土壤 有 机 碳 含量 . 碳 氮 比值 。 

(2) 与 对 照相 比 ,生物 炭 、 炉 湘 和 混合 施加 这 3 种 处 理 均 提高 了 稻田 土壤 产 甲烷 菌 的 多 样 性 ,并 降低 了 产 
甲烷 菌 物种 的 均匀 度 。 

(3) 本 研究 的 稻田 土壤 产 甲烷 菌 主要 有 6 大 类 群 : 甲 烷 微 菌 目 (Methanomicrobiales)、 甲 烧 杆 菌 目 
(Methanobacteriales) |P $é / Æ ER Fa A ( Methanosarcinales ) , A $é ER Fel H ( Methanococcales ) , HP é fff fel H 
( Methanocellales ) 和 Methanomassiliicoccales; 其 中 优势 类 群 为 甲烷 微 菌 日 (Methanomicrobiales)。 优 势 菌 属 主 
要 是 Methanoregula Methanocella 和 Methanobacterium , 

(4) 与 对 照相 比 3 WPS .生物 谈 和 混 施 处 理 均 降低 了 早稻 土壤 Methanomassiliicoccus 相对 丰 度 ; HE Pre Mb THE 
还 降低 了 Meiharnosarcina 相 对 丰 度 ;施加 处 理 影响 土壤 理化 性 质 如 提高 土壤 盐 度 .土壤 有 机 碳 含量 和 碳 氮 比 
值 , 使 得 产 甲烷 菌 群 落 组 成 发 生 改 变 , 可 能 是 其 降低 CH 排放 通 量 的 原因 之 一 。 
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